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® Verfahren zur Identffizfening und/oder Isolierung epezffischer Molekffle bzw. Molekulpoputationen 



Die Erfindung betrfffi ein Verfahren zur Identifisening 
und/oder teoflerung spezffischer Molefcule bzw. MotekuJpo- 
pulationen, das dadurch gekennzeJchnet 1st daft man eped- 
fiache Sgenaohaften umi/oder WechseMrkungen ausnutzt 
Das erfindungsgemafta Verfahren fat hochempflndDch, ea 
geatattet /odea MoiekQI abzutrennen und xu laoheren und 
MoleWHpopulationen mil eettenen Motekfflen aufzuarbeften 
und iat univereatf anwendbar; ea geatattet hi vorteilhafter 
Weiae befcpietewefee die .softening, f dantifizienmg Abtren- 
ming, Auftrannung differentiae* exprfrrierterGene. 
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PatentansprOche 

I. Verfahren air WentifizTenrng und/oder Isohenmg spezifischer Molekflle bzw. MoIekulpopulatiQneit 
Jatechfd mineidmet da B nm n gpwifiBdt^ Kfgengchftften und/oder Wechsehyfrfamgea aiisnutzt 

Z Vcrfahren gem&B Anspruch I, dadurch gekennzeichnet daB es sichbeiden beteiCgten MolekQlen bzw. 
Molekfllpopolaikmcn tun Deso^-Klbonukieinsfluren und/oder RibonukiemsSuren und/oder Protdne und/ 
oder Peptide und/oder organfsche und/oder anorganfcche und/oder anorganlscb-organische Substanzen 
oder Vcrbmdungea oder dergleichen handelt 

a Verfahren gemSB AnsprOchen 1 bis % dadurch gekennzeichnet daB die betefligten MoIckOIe eine 
bestimntte und/oder beBebige Strukturbesitzen. 

4. Verfahren gemaB AnsprOchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet daB die betefligten Molekflle mindestens 
teilwese maridert smd. 

5. Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 4, dadurch gekotmzeichnet daB es rich um erne nicht radioaktnre 
und/oder radioaktive Markierung rah mincW^c einem Marker und/oder mindestens einem laptop nan- 
deft. 

6l Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet daB eine Wechselwirkung zwischen 
MolekQlen versdriedener Substanzklassen und/oder gleicher SubstanzJdassen ausgenutzt wird. 
7. Verfabrengemftfl Ansptflchen Ibis 6, dadurch gekennzeichnet daB bestiminte (tnhlrente) Molekflieigen- 
schaften ausgenutzt werden. 

tL Verfahren gemfiB AnsprOchen I bis 7, dadurch gekennzeichnet, daBaufder Molekflistruktur beruhende 
Kgenschaften ausgenutzt werden. 

9. Verfahren gem&B AnsprOchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet daB die Basensequenz(en) von Desoxyrf- 
bonuklelnsauren und/oder von Ribonukleinsfiuren und/oder von Analoga oderdergleichen ausgenutzt wird 
(werden). 

la Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 Ins 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Wechselwirkung zwischen 
(bestimmten) Basensequenzen von DNA und/oder RNA mit gleichartigen und/oder nicht gleichartigen 
MolekQlen ausgenutzt wird. 

I I . Verfahren gemtB AnsprOchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet. daB man 

a) aus RNA-Popuktbn 1 (RNAi) und RNA-Population 2(RNA 2 ) cDNAi und cDNAa hersteUt 

b) cDNA l mk RNAj und cDN Aa mh RNAi hybiidisiertund 
<7 das HybridfrifTimgflg^fe^ unftrtmnt hzw. ftjrfarheitet 

1Z Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis il,dadurch gekennzeidnietrdaB die Auftrennung nachdoppeistrfin- 
gigen und einzelstrfingigen Molekflien erfolgt ^ 

1& Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 Us 1£ dadurch gekennzeichnet daB die Auftrennung durch HydroxyJa- 
patk-Sftulenchroniatographie erfolgt 

14. Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die abgetrennte einzdstrfingige 

cDNAdurch geeignete Mafinahmen kloniert wird 

15L Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis K dadurch gekennzeichnet, daB 

a) die ss cDNAinds cDNA ObergefOhrt wird 

b) die da cDN A in ligier bare Form Qbergef Ofart wird und 

c) diesecDNAH^ertimdtransfbnniertwird 

16l Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 1% dadurch gekennzeichnet daB die ds cDNA in "blunt end" ds 
cDNA ObergefOhrt wird. . 
17. Verfahren gemfiB AnsprOchen I bis 16, dadurch gekennzeichnet daB zur ligation geeignete Vektoren 
ggfs. nach I>epho8phoryfierung eingesetzt werden. 

1& Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 17, dadurch gekennzetehnet daB eme und/oder mehrere Komponen- 
ten eines und/oder mehrerer Verfahrensschritte nrindestens zehweise und/oder m i n d e stens teDweise in 
irnmobiHsierter Form vorfiegt 

19. Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet daB verachiedene Kombin&tkmen von 
Verfahrerisschritten verwendct werden. 

2a Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 1% dadurch gekennzeichnet daB einzebie Verfahrensschritte mit 
HDfe von in der Natur vorkommenden und/oder synthetischen und/oder beschriebenen Agentien, Substan- 
zen, FCataJysatoren, Enzymen und dergteiehen durchgenlhrt werden. 

21. Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bis 2ft dadurch gekennzeichnet daB eine und/oder mehrere der 
Eigenschaften der Wechsehrirkungen in den beaufechlagten Verbindungen und/oder Methoden und/oder 
Verfahrensschritten verknQpftbzw. komWniertsind. 

22. Verfahren gemfiB AnsprOchen 1 bfe 21, dadurch gekennzeichnet daB Komposhionen und/oder Genu- 
sche und/oder verschiedene Verfahr^schrittkombinationen beaufschlagt bzw.angewendet werden. 

Beschretbung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur IdentiOzierung und/oder Isolierung spezifischer Molekflle bzw. 
Mokkfilpopulatkmen. 
Zum Stand der Technik sind die folgenden Iiteratursteflenzunennen: 
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. Alt F. W. et al: J. Bid. Chan. Vol 253,5 (1978) 1357 - 1370: Selective Multiplication of DihydrofoJate Reductase 
Genes in Methotrexate-resistant Variants of Cultured Murine Cells 

Aviv H. and Leder R: Proa Acad Set VoL 69, 6 (1972) 1408-1212: Purification of Biologically Active Gtobin 
Messenger RNA by Chromatography on (Mgothyinidyfic actd-Celhilose 

Berger & L and Birkemeyer C Biochemistry VoL 23 (1979) 5143-3149: Inhibition of Intractable Nucleases 
with KibonucIeo5idt> Vanadyl Complexes: Isolation of Messenger Ribonucleic Add from Resting Lymphocytes 
Bobek L et al: Proa Natl Acad Sd Vol 83 (1986) 5544-5548: Cbarakterbation of a female-spedlic cDNA 
derived from a developmental^ regulated mRN A in the human blood fluke Schistosoma mansoni 
BridceO P. M. et al: Nature VoL 306 (1983) 756-760: Activation of a Qa/TIa class I major histocompatibility 
antigen gene is a general fearure of oncogenes^ in the mouse 

Oiirgwin J, M. et al: Biochemistry VoL 1 8, 24 (1 979) 5294—5299: Isolation of Biologically Active Ribonucleic Acid 
from Sources Enriched in Ribonudeasc 

Oanpy M. G et al: Proa Nat Acad Sd VoL 80(1983) 3000-3004: Isolation of genes expressed preferentially 
dunng sporulation in the Yeast Saccharomyoes cerevisiae 



Davis M, M. et ai: Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 2194-2198: CeH-type-specffic cDNA probes and the is 
murine I region:!^ localisation and orientation of A 

Dworkin M. a and Dawid L BL: Dev. BioL 76 (1980) 435-448: Construction of a Cloned Library of Expressed 
Embryonic Gene Sequences from Xenopus laevis 

PT*???!^' ^ **** !■ Dev. BioL 76 (1980) 449—464: Use of a Cloned library for the Study of Abundant 
Poly(A) RNA during Xenopus laevis Development 

Hedrick &. M. et aL Nature VoL 308 (1984) 149-153: Isolation of cDNA clones encoding T cell-specific 
membrane-associated proteins 

Helman L J> et ab Proa Nat Acad ScL VoL 84 (1987) 2336-2339: Molecular markers of neuroendocrine 
development and evidence of environmental regulation 

Hirschhorn R. R* et aL Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 60W— 6008: CeU-cyde-speciiic cDNAs from mammaB- 
an cells temperature sensitive for growth 

Kavathas R et ab Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 7688-7692: Isolation of the gene encoding the human 
T-rymphocyte differentiation antigen Leu-2 (T 8) by gene transfer and cDNA substruction 
Lasky L A. et al: Proa Nat Acad ScL Vol 77,9 (1980) 5317—5321: Messenger RNA prevalence in sea urchin 
embryos measured with cloned cDNAs 

Lau iL R and Nathans D.: EMBO VoL 4, 12 (1985) 3145-3151: Identification of a set of genes expressed during 
the G0/G1 transition of cultered mouse cell* 

Lee 1C L et aL: J. BioL Cfaem, VoL 30 (1985) 16433-16438: Molecular Cloning of cDNAs Cognate to Genes 
, Sensitive to Hormonal Control in Rat Liver 

Love J. D. and Minton IC W.: Analytical Biochemistry 150 (1985)429-441 Screening of Library for Differentially 
f Expressed Gene Using in Vitro Transcripts 

Unzer D. I. H. and Nathans Dj Proa Nat Acad Sd VoL 80 (1983) 4271-4275: Growth-related changes in 

specific mRMAs of cultered mouse cells 

Matrisisian L M. et aL: NucL Aa Res. VoL 13, 3 (1985) 71 1 -726: Epidermal growth factor or serum stimulation of 
rat fibroblasts induces an elevation in mRNA levels for lactate dehydrogenase and other glycolytic enzymes 
Rothberg P. G. et aL: MoL Cell BioL VoL 4, 6 (1984) 1096-1103: Structure and Expression of the Oncogene 
c-myc in Fresh Tumor Material from Patients with Hematopoietic Malignancies 

Rhyner T. A, Borbely A. A* and Mallet U SENSITIVB HYBRIDIZATION TECHNIQUES AS POWERFUL 
TOOLS IN MOLEfCULAR GENETICS TO IDENTIFY BRAIN-SPECIFIC GENE PRODUCTS in ROLE OF 
RNA DNA IN BRAIN FUNCTION edited by Giudhta A, Kaplan R & and Zomzery-Neurath C (1986) 43 
303-307 Martinus Nijhoff Publishing Boston/Dordrccht/Lancaster " 
Rhyner T. A. et ab j. of Neuroscience Res. 16 (1986) 167-181: An Efficient Approach for the Selective Isolation 
of Specific Transcripts From Complex Brain mRNA Populations 

Roewekarap W.and Firtei R A: Dev. BioL 79 (1980) 409-418: Isolation of Developmental^ Regulated Genes 
from Dictyostelium Royer-Pokora E et aL: Nature VoL 322 (1986) 32-38: Cloning the gene for an inherited 50 
human disorder— chronic granulomatous disease-on the basis of its chromosomal location 
Sargent T. D. and Dawid L &: Science VoL 222 ( 19©) 1 35- 139: Differential Gene Expression in the Gastruk of 
Xenopus laevis 

Scott M. R. D, Westphal KL H. and Rigby P. W. Jj Cell VoL 34 (1983) 557— 567: Activation of Mouse Genes in 
Transformed Cells 
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Molekulare Genetik, R. Knippers, Thleme Stuttgart/New York 1982 

Modular* und Zellbiologe, P. v. Sengbuscfc, Springo* BerKii/Heidelberg/New York 1979 

Molecular Biology Of The Cell, Alberts B, BrayD, Lew J, Raff M, Roberts fC, Watson J. D, Garland New 

York/London 1983 

Molecular Cell Biology, Darnell J, Loalsh Ft, Baltimore D, Scientific American 1986 

Bei den Verfahren des Standes der Technik werden beispielsweise die gesaraten RNA Molekflle dner oder 
-zweier verseffledener Gewebe oder Zellarten oder zweier verecMedener Zustfinde der gleichen Zellart in 
marta' erte cDNAa ttbergefthrt und Replika-FHter von genomischen oder cDNA Banken (cfiff eren tiell) gescreent 
Erne weitere beschriebene Methode geht von zwd cDNAs, die ans zwel verschiedenen Gesamt- oder Poly 
A+-RNA* bergesteBt werden, aus. Die so gewonnenen oDNAi werden jeweifc mh der "entgegengesetzten* 
RNA-Populatron hybridisiert und anschlieBend werden die doppeJstrfingigen cDNA/RNA MolekDle von den 
eiftzdstfflngJgcn cDNA MolekOlen gctrennt Mit dicscn "wBtandsspezifischen" cDNAs werden anschlieflcnd 
Gen Banken gescreent 

Die Verfahren und Methoden des Standes derTfechnik weisen eine nngenOgende Sensitivrtlt EmpfindBchkeit 
und NachweiswuhrscbeinKchkeit auf, Sie gestatten ledigiich die Isolienmg von "hinfigen* oder nur zuKUig von 
'seltenen* spezifischen MolekOlen. Insbesondere fat die Hybridiaerung beim Screenen der Gen Banken konzen- 
tratkmsabhfingig und daher zu unemplmdlictL 

Demgegenflbcr Hegt voriiegender Erfindung cfie Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu lief era, welches hoch- 
empfindlichist, welches es gestattet, jedes MolekOl zu isoBeren und MoIekOIpopuIationen mit "seltenen" Mole- 
kOlen aufzuarbeiten, und welches universell anwendbar ist 

Diese Aufgabe wird bei etoem Verfahren der dnganga genannt en Gattung erfindungsgemaB dadurcb geidst, 
daB man spezifische Eigenschaften und/oder Wechselwirkungen ausnutzt 

Besondete AusfOhnmgsformen sind dadurch gekennzeichnet; 
daBessichbei den beteiligten MolekOlen bzw. MolekfllpopuJationen ran Desoxy-Ribonukleinsfiuren und/oder 
RibonuJdeins&uren und/oder Protdne und/oder Peptide und/oder organirche und/oder anorganische und/oder 
anorganisch-organische Substanzen oder Verbindungen oder dergleichen handdt, 
daB (fie beteiligten MolekOle eine besdmmte und/oder beliebige Struktur besitzen, 
daB die beteiligten Molekflle mindestens teilweise m&rfa'ert sind, 

dad es sich urn dne nicht radioaktive und/oder radioaktrvc Markiemng mit mindestens e'mem Marker und/oder 
mindestenaeinernlsotophanddt, 

daB eine Wechsdwxrkung zwischen MolekOlen verschiedener Substanzklassen und/oder gleicher Substanzklas- 
sen ansgenuizt wird, 

daB bestimmte (inhfirente) Moiekflldgenschaften ausgenutzt werden, 
daB auf der Molekfilstruktur beruhende Eigenschaften aosgenutzt werden, 

daB cfie Basensequenz(en) von Dcsoxyribonukieinsfiiiren und/oder von Ribonukleins&uren und/oder von Analo- 
ga oder dergleichen ausgenatzt wird(werden), 

daB die WechseJwirktmg zwischen (bestimmten) Basensequenzen von DNA und/oder RNA mk gJetchartigen 
und/oder nicht gieichartigen MolekOlen ausgenutzt wird. 

Weitere besondere AusfOhrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, 
daB man 

aV aus RNA-Population l(RNAj) und RNA-Population 1 (RNA?) cDNAi und cDNAi hersteBt 
b) ^I^i^RNAjt tindx^Aj^^ 

daB die Anftrennung nach doppdstrfcugigen und einzelrtrangigen MolekOlen erfoigt, 

daB die Auftrennung durch Hydrc«ykpath^MendiroinatogTaphie erfoigt; 

daB die abgetrennfe dnzelstringige cDNA durch gedgnete MaBnabroen kbniert wird, 

daB 

al die ss cDNA in ds cDNA Qbergefuhrt wird 

b) die ds cDNA in ligicrbare Form Obergef fihrt wird und 

c) cfiese cDNA Figiert und transformiert wird, 

daB die ds cDNA in "blunt end* ds cDNA Obergefahrt wird, 

daB zur ligation gedgnete Vektoren ggfa. nadi Dephoe^iorylieruiig eingesetzt werden, 

daB. eine und/oder mefarere Komponenten ernes und/oder mehrerer Verfahrensschritte mindestens zeitweise 

und/oder mindestens teilweise in immobifisierter Form vorliegt, 

dafl verschiedene Kcwnbinationen von Verfahrenssdirttten verwendet werden, 

daB einzelne Verfahrensschritte mit Hitfe von in der Natur vorkommenden und/oder synthetischen und/oder 
beschriebenen Agentien, Substanzen, Katalysatoren, Enzymen und dergleichen durchgefOhrt werden, 
daB eine und/oder mefarere der Bigenschaften der Wedsselwirkungen in den beaufschlagten Verbindungen 
und/oder Methoden und/oder Verfahrensschritten verknflpft tew. kombiniert sind, 

daB Kompositionen und/oder Gemische und/oder verschiedene Verfahreiu^chrHtkombinationen beaufschiagt 
bzw- angewendet werden. * - 

Die Erfindung enn&glicht in sprunghaft gesteigerter Wdse die Isolierung und/oder die Identifizierung speznl- 
scher MolekOle bzw. MoIekOlpopuiationea 
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ex^mkrtCTGraf 6,11 Verfahren Wetet besondere Vortelle bei der IsoUerung/ldentifizierung diffcrentiell 

In den Rahmen der Erfindung fallen bdspidswdse: 
Meb^hybridisierungen mil gteichen oder versddedenen RNAs, Hybrkiisierungen von cDNAs nut Poly 
^^nnX^™ "fd^K^atorischea RNAs. Interaktionen nrifproteioen, HytaMsW - 

L^ri ^ , L DNAS o U1K, , RNAs mlt RHM - Unter Moldculpopulationen venrteht man dn Gemisch von 
USSi^ * «nd 88ft. Linge, wobd jedes Einzelmolekal n^eSTSiSI 

JSkSSi'Si?" 1 ^ S F bcma ,? n , es der »88«chen erfiodungsgemaBen Verfahren and Verfahrensan- 
wendiragen. Dabei wird aus zwei versciuedenen Ausgangimateriafien (z. R stumilierte nnd onstimulierta, wacfa- , n 
swide imd nmende Zelkn, ahe und junge ZeDen, differenzierte und nicht-diRerenzierte Z^eToto GWbe 
M^S!^-^l^!^ 1 l? 3t . ( " t ; ) <-> "* UaterscheWung gekeanzefchnet) mftteb emer geeigneten 

Sodranwird die RNA entweder getremt durch Chromatographie an emer OUgo dT-Saule oder lonstwie 
anfgetrennt und dann nut entsprechendem Enzym (Reverse Transcriptase) in cDNA flbergefflhrt (cDNA - a 
complementary, copy DNA). \ » 

Es ist auch mdgiich und manchmal vorzuziehen, direkt aus total RNA cDNA herzustellen. 

these cDN A wlrd mh "anderer" fentgegengesetzter" RNA) oder 
puboon "««°a^r«±t utter gedgnmn Bedingunga (hpbruUen). Da. ettttettuk Oemhoh ion 

Diese euizdrtrangige (ss)cDNA wird in doppelstrftngige (ds) cDNA ubergefflhrt mit geeigneten Mitteh. wie 
ftB"^v£ ^ e ^ an8CrJpt f C - D5e Bnden '*» ds-cDNA werden in BgierfcmsFom, flbereeflftrt 
K^ ng l^ dsW ^ e mittc ^ T f DNA PoJyntenise and/oder S 1 Nuclease und/oder MungBei, 
Nudeast .Oder ^eicfaen. Die so aufberatete ds-cDNA wird in etoen geeigneten Vektor (Plasmid, Phage, « 
Co^Virus, Shuttle Vektor oder derg ricben, der gegebenenfalb in geeigneter Weise vorbWeitei wurde^ 
Deph^horyherung, Lmkeraddition etc.) llgiert and in korapetente ZeUen, elgens vorbereitete und/oder modifi- 
derte E. cob Stftmme oder dergleichen transfornriert Die transfonnierten ZeUen werden inter geeigneten und 
Sde^nsbedingungen gezQcbtet(ggf.anf Ratten) und die Kolonkm, Plaques oder wnstige resu&eremle Zelkn 
(nariSdelctkmodermittefeinar^ .wumcrcnue«aien 
Die Fig. 2 zrigt in schematischer Bonn die Ablaufo zur Ltofienmg von Poly A- and regulatorischen RNAs. 
™f S*ema der FIg.1 aus RNA (ss) cDNA hergesteUt Nach %bridisienmg mh -anderer- 

RNA and HAP^en-Ttamninig wird die (ss) cDNA mh "anderer" oder •gWdter' Poly A+ RNA hybridisiert. 
Dtese Hybndiaerung kann auch gleichzeitig oder tmmhtelbar anschlieBead an die erste Hybridmenmg erfolsjen. 
Danacb erfolgt (wieder) eine Aaftrennung an emer Hydroxykpatit-SIule, 5 
Die so isoBerten (+) bzw. (-) cDNAs entsprechen Poly A- and regulatorischen RNAs und dergleichen, die 
zur werteren Charakterisierung wie gemlB Schema der Fig. 1 writer bearbehet werden. 

Im Rahmen der voriiegenden Erfmdung liegt wdterhin, auf emer oder mehreren Stufen die an diesem Pimkt 
voriumdenen MoJekOle und dergleichen mit Rcagenrien und/oder Substanzen und/oder Methoden und/oder 
Mitteht zu beaufschlagen, dergestah, daS eine und/oder mehrere Molekulspezies und/oder Molekflle und/oder 
Molekulpopulauooen speziflsch in Wechsetwirfcung treten bzw. modifiziert bzw. umgewandeh werden. Bei- 
sptelsweise kdnnen DNA- und/oder RNA-Molekule und/oder Proteme und dergleichen methyilert, hydrelysiert 
gespalten, abgebaut, syntbetisiert and dergleichen werden. Diese Beaufschiagung ist gegebenenfalls Moiefcul- 
MolekOlstruitiDv, SequetB-, Nukleotid-, Primirrtruktur-, Sekundflmruktur-, Tertilrstruktiir-. Quart&atrulour. 
spezHisch, wie be^ieiwrise idngle-strand-spezifische Binde-Proteine (RNA und/oder DNA, ss und/oder dsi 
^AiHJezifische Hydrolyse fur Enzel- und/oder Doppehrtrtnge, DNAse(n) (einzel- und/oder doppetstrang-spe- 
afsche), Methylasen. raodifizierende Enzyme, interkaberende Agentien, fragmentierendc Agentien, modifizie- 
rende Agentien und/oder (Teil-) Kombinauonen dieser Agentien und/oder dergleichen. Wdterhin liegt es im 
Rahmen der voriiegenden Brimdung auf einer oder mehreren Stufen unspezifische und/oder speziflscbe Synthe- 
sen zu bewirken, bdspidsweise bd der Herstdlong des ersten und/oder zweiten DNA-Stranges und/oder bd 
iter Herstdhmg ones ersten und/oder zweiten RNA-Stranges und dergfeicben. Dies kann durch spezhlscbes 
ujid/oder unspenfiBches ■Primen" und/oder durch EmstellungAVahl geeigneter ReaJcuonsbedmgungen^wirkt 
werden. Damit kOnnen spezifiache und/oder unspezifische (Sub-) Populadonen hergestdh und/oder angerd- 
chert werden. Diese Mdekfllpopulationen und/oder Genusche kdnnen dann zur spezhlschen AuftramuM 
und/oder Umsetzung entsprechend. beispielswdse wie oben ausgefuhrt beaufschlagt und/oder bearbdtet wer- 

Die Hg. 3 stellt in bekpielhafter schematischer Form die Wechselwirkungen zwischen einer Molekfllart 
beismelsweise emem i Protem und/oder dner DNA und/oder dner RNA und einer anderen Molekfllart. bei- 
t^Z^r^^^ dar - E8k5nnenaUCh ^Popubtionen dementspre- 

Dabei wird Gesamt-DNA in Fragmente zerlegt (RestrMonienzyme, chemisch, mechaniscb, phyrikaHscb etc.) 
!^S,^£ft r K P !f tlen ^ ^ od ^lebhen aufg^dnig^^SSnSS 

nIS ^f^. nwi ^f^f 11 ™ ^SPmd von Wechselwirkungen entatehende DNA-ProterKom- 
ft rJT^S.^ abgetrennt Aus den DNA-Proteinkomplexen wird die DNA gewonnen und nach Ober- 
if^** F ? rm ' ^^^eise oben ausgefflhrt oder auf andere gedgnete Weise, in eine 
5il?w ° rtf 81 ^ r «m«<*nicht. in kompetente ZeUen traiiaf oi4uert ausplatdert und to 
FoTemges^SS- ttnd/odern,eh « re Komponenten dieser AM^ttiS^SSSSSK 
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Durch Kombmation der yenx&iedenen Vafahrensschritte und/oder Sequenzen tew- TeDen davon ist es 
bdspielswdse m&gfich, besthnmte cDNA-"Genef zu identifiadewi and /oder zu bolieren ggfe. genomiscbe 
Sequenzen am idezttifiziGrmi und/oder zu boltam Protdne herzustdten (Expressions-Systeme) imd weitere 
interagiernde DNA- tmd/oder RNA-Sequenzen zu isofieren, Dabd kdnnen bdspielswdse audi Antikflrper 
(gegen Proteiiic und/odcr Peptide und/oder DNA und/oder RNA) dngesctzt werden. 

Audi 'difiefenfeltes Foot-Printing" kann durcfa dne Kombmatton von erfindugnBgemfiBen Scbritten durchge- 
fOhrtwcrdea 

Bine mOgBche (Weiter-) Vcrarbdtungsmfithode fQr gewonnene cDKA ist fan Folgenden beschrieben. Im 
Folgenden ist to schematiscber Wdse die Reaktkmsabfolge znr Isofierung und/oder Identifizierung von DNA- 
und/oder RNA-Sequenzen, wdebe "Open Reading Framei (ORFfc) dartteflcn, geschfldert Dabd wird befcpiels- 
Wdse erne jtrPfcagen DNA mit dner ^Fr^me-S^-Mutatbn" in dnem gedgnetcn Gen (z. R: da* lac Z Gen) 
versehen. Bine der pben gewonacpgn cDNA-Fopufationen wad mft Jeaem Vektor figiert Dabd bebt atattetadi 
jede* 18te ORF die Mutation wieder auf. Dann wird in einen geeigneten Wirt transformiert und bei geetgneter 
Temperatur z-Ranf Minima hnedhim Flatten, wdebe ala etozjgen Zucker Lactose enthalten, ggzflcbtet. wobei 
nor HybridmokkOIe, die dieTramc-Shift-Mutation rertauriert haben, entbaftende Zellen wacbsen kfinnen. Bine 
Induction to PtoujenJ^ 

Zur Eriauterung der biochemischen Gnmdoperationcn, Begriffe und AngjiziBmen whxi auf die zurn Stand der 
Todmik angegebene Literatnr imd dort zitierte Iiteratnr, sowieauf angegebene LehrbQcher verwiesea 
Die folgenden Bdspide steDcn keine Emschrinknng der voriiegenden Rrfindung dar. 

Beispiele 

NIdt Translation 

MateriaHen: Nick-TYansiadons Puffer 10 X : 

H5M Tris-HClpH7,5 
100 mM Mga 
10 mM DTF 

DNA Polymerase I E. Coli 
DNAse 10-mg/mI 

Nukleotide: dATP, dlTPj dGTP, cPMCTP 

NT-Mkije 0*5MdATP, aTTP,dGrP, Blogdsfiule HDTA 250 mM 

Gesamtvohmien 20 ul 

— ' 5 uJ xac^PdCTPin Speed Vac dntrocknen 
2ul OT-Pinlerziig^en 

— Sol Nudeotid-Mix zugeben 

— X\A DNA zugeben (Ptasmide 0£ ug, Genomfeeh 1—2 jig) 

— X\d HaO zugeben 

— 1 ul DNA-Pdymerase I zugeben = 10 U 

— lul DNAse 1 :100 000 zugeben 
— ' mischen 

— 1,5— 2bbdl5°Iassea 

2,4 ul EDTA 250 mM zugeben 

— auf Biogek&uk auftragen 

— Fraktionena4O0 ulnehmen 

— jel uiimEppendorfTscnertnkovStraldangn^sen 

Nudeotid-Mkzje 05 MdATP, dTIP.dGTP 
DNAse 10 mg/ml 1 : 100 000 in H^O verdOnnt 

Reparatur der ds DNA Enden ( r Bnd-poiiKbing f ) 

MateriaHen: T 4 DNA Polymerase 1 U/ul 

— 100 ul 2ter Strang Synthese Reaktion 

— 8 u] T 4 DNA Polymerase -8 U 

— bei 15° >6Std.inknbieren 

— aiVoLIia 4 M zugeben 

— 3VoLEtOH 

— bei -20 6 ON fallen 

— abzentrifcgieren 20 miiL Eppendorf 

— Pellet trocknen lassen 

— in 40 uJ H2O aufnenmen 
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oDNA Synthase 1 ter Strang 



Matcrialien: 

Tris~HCJpH8£ 

MgCfe 

NaCi 



2M 
0,1 M 



N ucJoetide: dATP, dTTP, dGTP t dCTP d^SdCTP 
Actmomycin D 
RNAsro40u/|il 
DTT 

Random Primer pd (N)e 
Reverse Transcriptase 

HQ tM 

KbOH 0,2 M 

NaAc QfiM 

SDS 1% 

Biogelsfiule 
SzmtiJJationscocktail 
PAA-HarnstoffGel 

Reaktions Volume* 100 pi: 

- 2,5jiITris-HClpH*5 

- 6*il MgCb 

- 12 ill NaQ 

- 1 |il dATP 

- 1]il dTTP 

- lid dGTP 

- 1 jii dCTP 

- 1 p4 Actinomycin D 

- 2^|iIRNAsin 

- 2pJ DTT 
— 10 pj Random Primer 
-25 |il a^SdCTP 
— 20 pi Reverse Transkriptase 
-25 |il RNA 

-2Std42° 

-100 ul NaOH ft2 Mzugeben 
-25 mia 70° (Hydroryse) 
— auf Eis kurz abkflhlen 

-20 ^1 HO 1 Mzugeben 
-22 |d NaAc 2 Mzugeben 
-24uJSDS l%zugeben 

- 2pJioEppendorfgeben 

-20 pi Szintillationsoocktail zugeben 

—gut raischen and im Counter mit offenem Fenster messen 

-3-5 Mia cpm auf6%0 f 5mm PAA-HarnstoffGel checken 

—Rest der Reakdon auf Biogel-Sftule auftragen 

- 10 Fraktionen 4400 jj nehmen 

- je 10 id + 100 jil Cocktail messen 
-Fraktionen bei —20° aufheben 

vor weiterer Verwendung: 

- Interessaiite Fraktionen in Speed Vac auf 100 ulrinengen 
— W Vol LiCU M zugeben 

-2,5 Vol EtOH zugeben 
-ON bei -20° fallen 



2M 


50 mM 


41 M 


6mM 


0,5 M 


60 mM 


100 mM 


ImM 


100 mM 


ImM 


100 mM 


ImM 


1 mM 


10 mM 


10mg/ml 


lOOyg/ml 


40n/|il 


lu/|U 


IM 


20 mM 


0,1 ng/ml 


10|ig/ml 


200 uy pi 


200U/ngRNA 


100 total RNA bzw. 


10|igPoIyA+ 



c-DNA Synthese 2ter Strang 



Materiaiien; second strand buffer 10 x : 
Random Primer pd (N)s 
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Nucleotide 
T4DNAIigase 
ECoH Polymerase I 
ATPlOmM 

3 

Reaktionsvo lumen 100 pi: 

— 50 pi Hnzeistmng c— DNA 

— 2 pi Primer 200 ng (1 00 ng/pfl) 
to — lOplIOx fis-Piiffer 

— 18plHaO 

— annael2SULbd56° 

— tanxanfBfeabknhlea 

— 2 pi ATP 10 mM 

is — je 2 pd dATP, dTTP.dGTP, dCTP 100 mMzugeben 

— 6uiligase 

— 4 pi Polymerase 

— bei 15° ONinknbieren 

20 die Reaktion wurde direkt zum Reparieren der Enden etegesetzt 

Ligationen: 

Maierialien:Ugase Puffer lOx : 

25 

ATP2mM 
T4DNAIigase 

Reaktbnsvolumen: 20— 100 pi abhfingig von den m BgierendenEnden, sowie der DNA Menge 
30 z.RfQr20pb. 

— 2jtfIigasePufrert0x 
«* 2pIATP2mM 

— JrjiiDNAca.0,1— 0£ug 
35 - /plHzO 

— lplT4DNAl4gase-10U 

— bdl5°miiKiestensl8Stdligieren 

Reaktionsmischung kann direkt in die Iransformatbn eingesetzt werden 

40 

Southern Blot: 

— fibliches Agarose Gel xnitEtBr 

— nach Lauf normal photographieren 

as - Gel in 0,4 M NaOH, 0,6 M Nad 30 mia bei RT unter leichtem Schfltteln lassen 

— eberao 30rntom 1£ MNaCUtf MTOs— HQpH 7,5 lassen 

— Filter vorbereiten: 
SerteBmarkieren 
mil Eldest benetzen 

50 15 mia in 10 x SSC lassen 

— Blot wie ublich aufbauen 

— mmdestens 16 StdL blotten 
- — Blot wie flbfich abbauen ■ 

kurzinO/JMNaOHspulen 
55 - inft2MTrl8-HClpH7^-2arSSC 

— Lufttrocknen 

— bei 80° 30 min. barken 

Double strand sequencing: 

— 2 pi DNA supercoiled in TB (Mini Prep DNApossible??) 

— add 20 pi 0,2 M NaOH, 01,2 MBDTA 

— 5miaRT 

— add2pl3MNaAcpH4^(L6snngCKasmidPrei)> 

— add2VoLBtOH30 min.20° 

— [wash 2 times with 70% etOHJ 

— spin Eppendorf 20 mia full speed 

— dry Pellet speed vac 

8 
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— dis5oJvePe!ietm10fiIPrimcrMix+a l 5|iIHaO 

— anneal 60 miiLfiO 0 

— cool down t o RT (ca. 30 nun.) 

— ao^3^IMUto2|J»A^"C" ( , T , i , iG 0 8oIutteii 

— 20min.37° 

— add 2 jil chase sol 

— 20mm.37° 

— add 4 jil stop sol 

— 2min.95° 

— bad 3 id on Gel 

DNA— RNA Hybridisiening in Kapillaren 

Materialien: Iter Strang c—DNA 
OberschuBRNA 
50jUMikn>pipetten 
Hybridifiiemngspuffen 

NaPipH6,8 120 mM 

Nad 820 mM 

EDTApHS.2 lOmM 

PoIyU 10^1/ml 

— gesarote Ausbeute einer Iter Strang c-DNA Synthese in 20 jU HybridisiimmgBmiffe™ 

— c^200|igtotdRNAin30uJHybridi8ierung^a^ rui^ai.n^purreraiimenrnen 

— c- DNA Lowing zur RNA L6sung geben 

— 20 mm. auf 70° erbitzen 

— in KapiUare einschmelzen 

— kontrollieren ob die Kapillaren an beiden Eoden volistandig zugeschmofeen sind unter dem Bmokukr 
eventueli Zuschmelzen wiederholen 

— bei 60° mindestens 1 00 StdL hybridisieren 

AnschJieBend HAP^auie 



Materialien: Biogel Puffer: 
5 mMTris-HCIpH 7,8 
5mMNaQ 

BiogeJ A-5 m 200-400 mesh (BIO— RAD) 

Pastearpipette 

GJaswatte silanisJert (Serva) 

- einwenigGIaswatte in die Pipette stopfen 

- Biogel auffflDen 

- mdgiichstohneLuftblasen 

- wenn BiogeJ sich gesetzt hat, nachfiffien 

- Ietztlich sollte das Gelbett bei der Binschnurung der Pipette sein 

- mit Biogel Puffer aquilibrieren 2-3 mi * * 

- Puffer ganz einsinken iassen 

- Probe auftragcn im gletchen Vohimen der Fraktkmen 

- entsprechende Anzahl Fraktionen nebmen 

Hydrox9dapam-SSute(HAP) 

Materialien: Hydroxyiapatit SC Serva Suspension 10-20% reinst 
ummantelteSauie 

Elutionspuffer HersteDen 1 M NaPi ungepuffert 

P JJj[ Na 2 HP0 4 ■ 2 HzO (MW177&) + 1 Mol NaH 2 P0 4 ■ HjO (MW13T&)n IJ 

PB 10- lOmllMNaPtpHMmitHsPO* 
PB 120- 120mllMNaHpH6£mltNaOH 
PB 400 - 4O0mIlMNaPi f pH6 l 8mitNaOH 
aDe Puffer ohneSDS 
Santiliationscocktail 

- die Saulen auf 20° temperieren 

- HAPeinfODen 
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— setzen bssefl tmdnachfOllen big Sflidcnbett ca.4 cmhocfa 
~ OberHache nicht trockenwerden lassen PB 10 anfgeben 

— nrit 2— 3 Sfiulenvoiumen PB 10 ftquflibrieren 

— die HybridMerungBprobe nrit HjO 1 : lOverdflitnen 

— die gesamten 500 pi in die Sink dnrinken lassen 

— nodi einmal 500 ul PB lOdazugeben 
— . jewefls 1 ml Fraktionen nehmen 

— nach 10 Fraktionen PB 120 aufgeben 

— erneut 10 Fraktionen nehmen 

— dann 10 Fraktionen PB 400 

— jcweils 50 ul aller Fraktionen mil je 500 ul Cocktail bei offencm Fenster messen 

— dieFraktioneadiecKeEinzelstra^eenthalto 
auf250 uleinengen 

— die DNA kann direkt zur Synthese des zweiten Stranges eingesetzt werden 

Sequeiudergel 

MateriaHen: 2 Glasplatten 40 x 20 cm 
Spacer 0,2 mm stark 

Laufpuff er Tris — Borat lOx : 
89 mM Iris -Base 
89 mMBorsaure 
2mMEDTA 

Probenpuff er: IBB t x 
90% Formamxd 
02% XyleneCyanol 
0£% Bromphenolblan 
(14% Orange G 

Dkielhyldichbrosflan 
Harnstoff 
Acryianrid 
Bisacrylamid 
Ammoniumpersulfat 

N.N^^-Tetrame^Ia^leiidiamin (TEMED) 

— Acrykmid Stock ansetzen: 
30gAcryiamid 

1 g Bisacrylamid 
pro lOOmiWasser 

— 25% Ammoniumpersuifat-Losung ansetzen 

— Glasplatten sebr gut reinigen (BtOH) 

— Glasplatte mit "Ohren* auf einer Seite silankieren 

— einer Glasplatte an 3 Seiten Spacer auflegen 

— silanisierte Platte mit silanisierter Seite innen auflegen 

— mit Klemmenzusammenhaiten 

— evtL mit Agarose abdichten 

— Gel in Saugflasche vorberdten; 

— 22£g Harnstoff 

— 20mJH2O 

— 10 ml Acrylamid Stock 
5miTBB*lQx 

— Gel unter Brwarmen losen 

— mit Wasserstrahlpumpe entgasea 

— 100 fil Ammoniumpersulfat zngeben 

— 20 ul TEMED zugeben 

— kurz raischen 

— Gei ztigig mit 50 ml Pipette zwischen die Glasplatten gieBen 

— Kammeinstecken 

— waagerecbt hinlegen und Polymerisation abwarten 

— nach polymerisieren unteren Spacer vorsichtig entfernen 

— Gel in Apparatur einspannen 

— Laufpuffer 1 x auffflllen 
•r- Luftblasen anter dem Gei entfernen 

.. — vorsichtig den ICamm heransziehen 

— Gel 2—3 h bei 2000 V vorlaufen lassen 

10 
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— durch die Sequenzierreaktion vorfcereitete Proben auftragen mit eincr Hamilton Spritee 
vor jedem Probenauftrag die eotsprecbende Gdtascne mit Puffer ausspOkn 

— 2000Vanlegen 

— nach ca.3 h RSntgenfflm in der Dt mkdkain mg auflegea 

— Film am nachsten Tag entwickem 

Genomiscber DNA Prep, aus gefrorener Leber 

Materialien: HQssiger N 2 

MSrcermitPktiil 

RNA»10mg/mi 

Phenol gcsattigtmhTB + <U% 

Hydroxychinoline 

TB 

UCI4MM 
bopropanoi 
Proteinase K 10 rag/ml 
SDStO% 

Puffer: V 2 TE + V 2 HDTAO,2 M undO^MNad 

— Leber ira Morser in flQssigem N 2 m Staub zerideinem mit gekOhltem Pistill 

— Staub mit gekQhltem Loffel in 20 ml Puffer geben 

— in Falcon Tubes fallen 

— 200 uJRNAse zugeben 

— mischen 

— 2 mU0%SDS zugeben 

— 30miabdRTruhren 

* 2 ml Proteinase K zugeben 

— bei 4° SchQtteln bis Logung klar geworden ist (mind. ON) 

— evtL nochmals Proteinase zugeben 

— Phenol Extraktionje 2-3 Std 

— Phasen trennen durch Zentrifugation SorvaD SS 34 4 min 2500 rpm 

— Phenolphase (unten) vorsichtig entf ernen 

— 2-3malwiederholen 

— zentrifugieren SS 34 20 min. 10 000 rpm 

— Oberstand gegen TE dialysi eren zun&cfast 1 Std bd RT, danach 

ON im KQhlraum wood ein Faktorvon 1000 unbedingt erreicht werden soUte 

— 0,1 VoLUCUMzugeben 

— 0,6 Vol Isopropanoi zugeben 

— beiRTONschtttteln 

— abzentrifugieren SS 34 20 min. 4000 rpm 4° 

— 500 ^1 TE zugeben und OH bd 4 C lfisen lassen 

FonnaMebycWJd 

Materialien: Agarose Typ IV 
Gene Screen Puffer 10 x : 
120mMTris— HQ 
60 mM NaAc 
3mM EDTA 
VH7A 

Formaldehyd37% 
Formamid 
Ladepuffer 
EtBr(10 mg/ral) 

VorbereitungGd 

Gesamtraenge 100 ml: 

— 1 g Agarose Typ IV 
-73mJH20 

— 10 ml Gene Screen Puffer 10 x 

— unter erhitzen ldsen 

— etwas abkflhlen lassen 

— 16^2 ml Formaldehyd zugeben 
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— GelgieBen 

Yorberehang Probe 

s — RNA30 min. bei 13 krpmabzentrifugieTen 

— Oberstand vorsichtig abnehmen 
— . Speed Vac trocknen 

— PdtetfaMixanfhdbmenjenachSIotgrOBe 

— bei RTscfaQtteln bis Pellet geldst 
to — 10 min. auf 70° erhltzen 

— Ladepuffer zugeben nach Stotgrflfie 

— Geiiaden 

— bei 20 V 24 Std lauf en Jassen . 

— ImfomlSjaEtBr/tH^flrben 
15 — photographieren 

GTC-RNA-Praparation 

Materialmen: PBS 
a CfIC: 

50 g Gtianidinthiocyanat 

0,5 g n-Lauryl-Sarkosin 

2,5ml IMNaQ 

0/ ml 14 M/^Mercaptoethanol 
» 033 ml 30% Anttfoam 

pH7 mil NaOH einsteflen 

dnrcfa PaitenfihergkSen 

fthrieren durch Millipore Millex GS 0£2 jim 

ira Dunklen aufheben 
3D CsQ-Kksen: 

0,1 MEDTApH7,2 

5 mM /^Mercaptoetbanol 

Depc H^O :0,1% Diethyipyrocarbonat atitoklavieren 
35 IJC14M 
EtOH 

— Zellea bei4° ab^ntrifugiereii 

— Pellet in sterilem PBS aufnehmen 

40 — emeut abzentriftigieren(20 mia 2600 rpm) 

— nochmals waschen 

— Pellet m GTC aufnehmen ca. 6 VoL 

— augenblicklich hef tig vortexen 

— in Polyallomer Tubes filr SW 40 Rotor 6 ml sterile* CsO-Kissen fallen 
45 — je6mldcrZcIlsuspensiongeben 

— nntGTCaustarieren 

— 20 SttL bei 31 krpm 20° zentrifagiereii 

— Qberitand vorsichtig mit gebackener Pasteurpipette abnehmen 
bis ca. 1 cm fiber den Boden des Tubes 

so — Rest abgieBen 

— Pellet trocknen kssen 

— 450 pi steriles Depp- H2O zugeben 

— bei 4° ON schutteln lassen 

— in gebackene Eppendorf tiberfUhren 
s& - 0,1 VoL Lid 4 M zugeben 

— 2 Vol Ethanol zugeben 

— bei —20° aufaebmen 

Mini-Prep 

60 

Materlalien : Phenol mit NaAc 03 M pH 5 gepuffert 
ExtraJctkraBpuffer: 
03M NaAcpHS 
10 mM EDTA 
65 C£% SDS 
PBS 

Chloroform 
LK34M 
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— zentrifugieren je nach Zellart(z. R 15 min 2000 rpm) 

— wa$chenin2mlPBS 

— Oberetandabnehmen 

— 1 ml 70° hetBes Phenol zugeben 

— vortexen 

— 200 ui Extraknonspuffer zugeben 

— vortexen 

— J ml Chloroform zugeben 

— vortexen 

— 2 min lOkrpm zentrifugieren 

— wiBrige Phase in nones Eppendorf aberfiJhren 

— nodunabextrahieren 

— IVoWMUCl zugeben 

— bei 4° ON fallen 



Northern Bbt 
a)Blotten 



— NormaJes Fonnaidehyd Gel 

— nach Photo V 2 Std. in HjO entflrben 

— Filter vorbereiten wie Southern 

— normalen Blot aufbauen 

— mindl6StdbIotten 

— Filter in 2 x SSChnzwasdien 

— Lufttrocknen 

— bd80°2Stdbacken 

b) Hybrichaenmg 

— bei 37° in Omrch-Puffer 2-3 Std vorhybridisieren 

— 500000-1 000 000 cpm/mlder Probe 10 min. bei 95° kochen 

— bei 37° ON in Church-Puffer hybridisieren 

— beiBe Probe abgiefien(Au^«B) 

— 3 x 5 min mit warmer Waschl6sung bei 37° waschen 

— 1 Std waschen 

— naB exponieren bei —70° 

— nach einer Nacht Film entwickein 

— Signal besichtigen 

Herstellung Kompetenter E CoO-ZeOen 



Unter Korapetenten Zellen versteht man Bakterien-Zeflen, die one erhahte Aufcahmefihigkrft fur exogene 
DNA besjtzen. Dies beruht anf Anderungen in der Struktnr der Membranes, wobei der genaue Mechanismus 
unbekannt at Brreicht wird dies durch Befaandhmg der Zellen mit anorgamschen lonea 



Erfbrderllche Materialien: 

1 Kolonie R Coil H3 101 oder 7118 

LB-Vollmedium 

iOOmMCaOz(4 0 ) 

Durchf&hrung 

— animpf en von 5 ml LB einer Kolonie 

- inkubierenbei37 0 ON 



2 Tag: 



— mokulierenvon200mlLBmitl mlderON Kultur 

— bei 37° bisxurOD 600-0^ wachaenlaron 

— abzentrifugieren bei 4", Sorvafl GSA 6000 rpm 10 min 
ab hi er alle Schritte ira KOhlraum chuxhfllhren 

— abgiefien des Oberstandes 

~ aufhehmendes Pellets in 100 ml Cad* 

— resuspendieren 

— 20roinauf Eislassen 
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— abzentrifugieren wie oben 

— abgieBen des Oberstandes 

— aufnehmenin5mlCaC32 
resuspeodtereo 

5 — in 4tt> jd Allquots aufteilen 

— sofort in flfissigem N2 einfrieren 

— bei -70° aufheben 

Transformation Kompetenter ZeDen mit Plasrakf DNA 

10 

Unter Transformation verstehi man die Aofnahme von Premd-DNA durcfa R coli Zeflen. Mlt Hflfc von 
emgeftthrten Resistenzgenen kann man trtnrformicrtc Zeflen adakfofaea 

Erfordediche MateriaOem 
la Kompetente Zellcn s. DNA 1 
PlasmidDNA 

Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotflmrn 

Durchfflhruiig 

ITag: 

— 1 Aliquot Kompetente Zellen direkt in ein Eisbad geben 

— im Eis auftauen lassen ca. V2 Std. 

25 — tug Plaanrid DNA zngeben in nfcht mehr als 5 jilVoImnen 

— gutdurchmiKihen 

— 30 rain anf Eis lassen 

— 2 mm 37° 

. — 2minauf Eialassen 
so — 600uILBzugeben 

— 60 minbei 37° Classen 

— 30 Bowie 300 fd auf je 1 LB-Platte mit Antibiotflaim ausplattieren 

— bei 37° ON inkubieren(umgedreht) 

35 2Tfcg: 

— Kolonien je Platte zfihlen 

— Transformationselfizienz bestimmen als: Kol/jig DNA 

40 PiaBmid Mim-Praparation 

Die MinhPraparation von Plasmiden dient dazu in reladv kurzer Zeit eine grdBere Anzaixl imterschiediicher 
PKawnide zu extrahieren, und analysieren zu JconnaL Dabei vird in Kaof genommen, daB die DNA recbt 
unBauber ist Die Reinheit reicbt jedoch. aus, um z, B* einen Rfistriktionsverdan durchzufuhren. 

45 

Erforderiiche MateriaCen: 
24 Plasmid enthahende Koionien 
LB-Medium 
Isopropanol 
so 1% Agarose Gel 

24 sterile groBe Reagenzgfasermit Kappen 

LBrangA: 
50 mM Glukose 
as 25 mM Tris-HQ pH 8>0 
10 mM BDTApH8jO 

L&sungBt 
200mM NaOH 
60 1%SDS 

LdsungC: 
3MNaAcpH4* 

6* IB: 

10 mMTris-HapH 7,5 
1 mMBDTApH?,5 
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alle Losungen autoklavieren, bis auf Lftstmg A 

DurcbfOhrung 

1Tag: 

- animpfen von 2 ml LB mlt entsprechendem Autibiotikura mit etoer Kobnie 

- hu Reagenzglas ON bei 37 Q inkubieren 



2T*g: 

— l^raljederKidturinEppendorfflberfuiiren 

— zentrifugicren 2 min mit Hflchstgeschwindigkeit 

— Oberstand dekantieren 

— PeUetinl00|dL6«mgAaufaehmen 

— gutresuspendieren 

— 200 pi L&sung B zugeben 

— gutdurcbraiscben 

— 5minaufEislassen 

— 1 70 pJ LGsung C zugeben 

— gutdurcfanrischen 

— 15 min auf Bis lessen 

~ 1 0 min abzentrif ugieren 

— 4O0uJOberetaixHnfriscnesEppettdc^ 

— 400 pi IsopropaiK>l zugeben 

— gutdurchinischen 

— 15 min bei —20° lassen 

— lOminzeotrifugieren 

— Oberstand abnehmen 

— Pellet 5 min in Speed Vac trocknen 

— Pellet in 200 uITEaufnehraen 

— 10 ul auf em Agarose Gel auftragen(s. Agarose Gel) 

— bei —20° aufheben 

RestrMonsenzym-Verdau 

Mit Hu7e eines Ver^s mit Restriklionsenzvm(en) diarakterisiert manz. EPbsmide undderen Inserts. Man 
erMJt so erne charaktensbsche Restriktioiisfragment-Kartienmg, indem sum die erbakenen Fragmente auf 
ejnem Gel auftrennt und in der Regd mitteb eines interkaHerenden Farbstoffes unterUV-Ucht aidrtbar macht 

Erfordeiiiche Materialien: 

Entsprechenden Enzympuffer 1 Of at* konzentricrt (10 x ) Bidest Wasser 
DN A ca 0,5 jig pro Vendauung 
Restriktionsenzym ca. 2-5 U/pg DNA 

DurcbfOhrung 

ITag: 
AJlgemein: 

— entgprechende DNA-Konzentration dnstdlea ca. Ofi pg/1 —2 pi 

— zusammenpipettieren in Eppcndorf-ReaktionsgefaB:(Endvohimen: 10 pi) 
1 |il Enzympuffer 10 x 

l-2plDNA 
6-7uJH20 
1 pIEnzyxn 

Enzym zuletzt zugeben und so knrz wie mdglich ans Gef rierscbrank holen 

— bei 37° 60 nuu inkubieren 

— Agarosegelelektrophorese durcnfOaren 
bei Plasmid Mini-Prfiparation: 

— 10p]M»ii-PrepDNA(ohne] 

— 1,5 uJEnzym-Puffer 10 x 

— 1 pi RNAse (gekocht 1 0 rog/mJ) 
-IplHaO 

— 1,5 pi Enzym 

— 90 min bei 37° inkubieren 



15 



OS 37 22 958 

— Agarosegdelektropborese 

Agarofie-Gel-EIckrophorese 

5 Die Elekrophorese in Agarose-Gdea dient in der Regd dazu, DMA oder ancb RNA Hirer Grtfie nach 
a nfeotren gea Je nach GrdJte der zu erwartenden Fragmente wind die Agarose-KonzentratJon gewflhlL Je 
kieinerdleStficke, desto h&hsr die KonzeotnUbn. Oblich© Konzentrationen bewegen sich zwfechea Qfi und 2% 
Agarose: Die Auf trennung erfolgt bei dnem pH von 7JB in dnem elektrischen Fdd bei 60— 80 V,Die DNA-Frag- 
merit e wandern zu Anode. 

10 . 
Erforderiiche Materialien: 

Agarose Typ IV 

Kamm er zum OieBen diss Gds mit Kamm 
15 Laufkammer 
■ Power Supply 
Laufpuff er TYis-Acetat 1 0 x : 
400mMTru-Base 
50 MM NaAc 
20 lOmMEDTA 

mit EssigsSure auf pH 7£dnstellen 

Probenpuffen 
Tris-Acetat Puffer 1 x 

25 • 

025% Brompbenolblau 
025% Xylene Cyanoi 
eOmM EDTA 
50% Glycerin 

so 

Btiiidiumbromid 10 mg/ml 

DurcfafQhrtmg 

35 — Rrfbrderliche Menge Agarose abwiegen 

— far 100 ml 1 % Gel 1 g Agarose die Angaben fOr 100 ml Gel 

— 10 ml 10 x Puffer zugeben 

— auf 100 ml mit Bidest auf fflllen 

— unter Erwflnneft l&sen 
40 — 5 jjJBtBr zugeben 

— Kamm in die Giefikammer dnsetzen 

— gelostes Gel m die Kammer gie&en 

— erstarren lassen 

— llLanfpuffer(lx)ansetzen 
45 — 50 pi EtBr zugegeben 

— Kamm vo retch tig entfernen 

— Gel in die mit Puffer gefttllte Kammer tegen 

— Gel 1 —2 cm mit Puffer bedecken 

— Probe mit 4 uJ Probenpuffer verse tzen 
50 — knrzzentrifugieren 

— Probe vorsichtig In dieTaschen laden 

— 60—80 V Spannung anlegen 

— LaufrichUmg yon — nach -h 

— nach 2-3 Std Polaroidphoto anf ertigen 

55 

Sequenzierong nach Sanger 

Die DNA-Sequenaenmg versetzt uns in die Lage die Reihenfolge der vier Nucleotide in elner beiiebigen 
DNA.zu bestiinmefl. Hierzu g&t es unterschiedliche Methodea Die beiden mcist angeweodeten sind chemiscbe 
go Spaltnng nach Maxam und Gilbert, sowie die KettenabbruchmeAode nach Sanger. 

Die hler verwendete Kettenabbmchmetfaode basiert auf dem Biobau von Nucleotidanalogen und dem daraus 
resultierenden Abbrucfa der Kette. <fie dun* die Polymerase synthetisiert wird. AIs NudeotidanaJoge werden 
2^'-DMeoxynucleotide dngesetzt DT&Martderung erfolgt mhftds ernes ^Nucleotids fin diesem Falie dCTP)> 
AnschfieBeod erfolgt die Auftrennong der erhaltenen Fragmente in dnem Pofyaaylamid-Gel Das entstehende 
65 Band enm uKter wird durch einen Rontgeniilm jichtbar gemacht 

Erforderiiche Materialien: 
Fl-Phagen 
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LB-Medium 

Kolonie mit pEMBL-Piasraid a L oder M 13-Hngep 
TM-PuffertOx: 
100 mM Tri$-~HGpH8£ 
50 mM MgCfe 

Chase L5sung: 

005 mM dNTP-Mh(dATP + dTTP + dGTP + dOT) 

Dideoxy/Deoxy-Mischung: 
XT 20 ddCTP, je 37,5 jiM dATP, dGTP, dTTP 
A" TOO \lM ddATP, 5,4 jiM dATY. jc 54 |iM dGTP, dTTP 
XT 1 00 uM ddGTP, 5,4 jiM dGTP, je 54 p,M dATP, dTTP 
T ^^ < ^P.W^<ni^jc54|iMdGTP r dATP 
afle Mischungenin 10mMTte-HC3pH8A5mM Mga^JmMOTr 
W S dCTP(500 G/mM, 10 mCi/ml) 
DNA-Polymcrase I grafles Fragment (Klenow-Fragment) 
Stop- Ldsung; Probenpuffer + 10 mM EDTA 
M 13-Primer 



TE-Puffer 
PEG-L5sung20% + 14,6% Nad 
Phenol mitTris-HCL 10 mM pH 9 eqiriHbriert 
Chloroform 
UQ4M 
Ethanol 

DurchfUhrung 
a) Herctelhing des Templates 

ITag: 

- 1 mILB-Medicmi + AntiViotikummitem^Koionieanirapfen 

- bd37°ONinktibieren 

2Tag: 

- 3 mi LB-Medium + Antibiotikum mit 100 nl ON-Kultur animpfen 

- bei 37° bisODeoo-0£wachseniassen(- 2 x 10 8 Bakt/ml)ca.60nHii 

- mhF t-PhagBnlnfizJercnmit20pfii/Bakt 

- bei3r inkubieren5-6Std. 

- in zwei groBe Eppendorf transferiercn 

- zentrifugieren 10 min bei 14 000 rpm 

- Oberetand in frische Eppendorf trans fe rierc n 

- zentrifugieren wie oben 

- ein Eppendorf zur Reserve bei 4° atrfheben 

- m writes Eppe»dorf(U-i;^^ 

- 10 min bei RTlassen 

- 5 mm zentrifugieren 

- nochmal zentrifugieren und Oberstandgrtodlich abheben 

- Pellet in 200 (ilTEaufhehmen 

- 60 min bei RTlassen 

- Phenol (pH 9)extrahieren 1 x 

- Chloroform extraMeren 1 x 

- zugebenl/10VoLIia4M + ^5VoLEtOH 

- bei -20° ON lasses 



3 Tag: 



zentrifugieren 10 mm 14 000 rpm 
Pellet mit 70% EtOH waschen 
10 min in Speed Vac trocknen 
Pellet in 30 ui H2O aufnehmen 
1 uJ auf Agarose-Gel kontrollieren 
bei -20° aufheben 
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b) A nirea fing des Templates 

— 7,5 ^1 Template m Bppendorf gebeo 

— 5 ]dM 13 Primer-Mix zugebe£(24 plTM + 2,4^1— 6ng Primer + 21,6 yd H?Q) 

— bed 60° 6G min annealen lassen 

— auf RT abkflhlen lassen 

c) Secptenzicrreaktion 

— inkleiner Mikrotherplattc yorbereiten;4x je2 ^"A'bzw.^hzw.^b^w.^Mx 

— folgendeMwdumghfirstellen: 
lOnlAxmcaDng-Reaktion 

+ 24^^SdCrP 

+ 2 pi Kknow-Fragmcnt(5 U/|tQ 

gutznivcheit 

— Jewells 3 cfieser Mischung in die Mikrotiterplaitc geben 

— bd 37° 20 mln hfcubtereo 

— Jc2jiI<2uBeL65ungzugeben 

— bei37°20mm lassen 

— je4(iIStQp-Puf!crzugebea 

— bei95°2minfasseti 

— davon 2£ ill wif Sequenziergel laden. 
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